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不同反应溶剂对鲫鱼蛋白 －Ｄ－木糖体系
美拉德反应产物抗氧化活性的影响

章银良，　卢慢慢，　章馨元，　张陆燕，　庞丹洋

（郑州轻工业学院 食品与生物工程学院，河南 郑州 ４５０００１）

摘要：采用４种不同反应溶剂（纯水、５０％乙醇、５０％甲醇、５０％异丙醇）进行美拉德反应，以ＤＰＰＨ作
为美拉德反应产物（ＭＲＰｓ）抗氧化活性的检测指标，从温度、时间、ｐＨ值、反应底物质量比４方面进
行单因素试验，分别考查这４个因素对ＭＲＰｓ抗氧化活性的影响，最佳反应条件通过均匀试验选出．
结果表明，４种溶剂对美拉德反应的影响趋势基本一致，对 ＤＰＰＨ自由基清除率的高低顺序依次为：
５０％乙醇＞５０％甲醇＞５０％异丙醇＞纯水；得到的最佳优化条件为：温度１３４℃，反应时间８７ｍｉｎ，
反应初始ｐＨ＝１２．０，鲫鱼蛋白与Ｄ－木糖质量比为３１，此时在５０％乙醇作为反应溶剂的条件下的
ＭＲＰｓ抗氧化活性最强，经计算得出对 ＤＰＰＨ自由基的理论清除率为４１．５９％，实际试验清除率为
４０．７２％，优化结果可靠．
关键词：美拉德反应；醇溶剂；鲫鱼蛋白；Ｄ－木糖；ＤＰＰＨ自由基；抗氧化活性
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０　引言
鲫鱼（学名：Ｃａｒａｓｓｉｕｓａｕｒａｔｕｓ，简称鲫，俗名鲫瓜

子、土鲫、鲋鱼、月鲫仔、细头、寒鲋）是中国常见的

淡水鱼．据测定，每百克黑鲫鱼肉中，蛋白质含量高
达１３ｇ，仅次于对虾；其所含的蛋白质品质优良、氨
基酸种类较全面、易消化吸收，是心脑血管疾病、肝

肾疾病患者的优质蛋白质来源．研究表明，鲫鱼肉
中含有很多水溶性蛋白质、蛋白酶和人体所需的各

种氨基酸，这些物质可增强心血管功能，降低血液

黏稠度，促进血液循环．因此，常食鲫鱼对心血管疾
病患者有一定的辅助治疗作用．

木糖对人体的作用不仅体现在加强双歧杆菌

的增殖作用，还可提高免疫能力．当木糖与钙同时
摄入时，会促进人体对钙的吸收，还能防止便秘．木
糖在食品、饮料中作为无热量甜味剂使用，适用于

肥胖及糖尿病患者．
美拉德反应是指含有氨基的氨基酸、蛋白质和

肽类与含羰基的还原糖之间发生的一系列复杂的

反应，多发生在食品的加工和储藏过程中，主要影

响着食品的风味、色泽、安全及营养价值［１］．美拉德
反应多分为３个阶段：初级阶段主要生成不挥发性
风味物质的前体成分；中级阶段主要生成醛类和酮

类等物质；高级阶段主要发生醇醛的缩合及生成类

黑精物质的聚合反应［２－３］．美拉德反应产生的大量
产物如类黑精等，美拉德反应产物（ＭＲＰｓ）不仅对
食品的色泽和风味具有一定的影响，同时还具有降

血压、抗氧化、抗诱变、抗增殖等生物活性和化学预

防效应，尤其是类黑精素、还原酮及一些含 Ｎ，Ｓ的
杂环化合物，其抗氧化活性甚至可与常用的食品抗

氧化剂ＢＨＡ，ＢＨＴ的相媲美［４－１０］．
对部分非水体系的美拉德反应的研究表明，溶

剂的变化对美拉德反应会产生一定的影响．Ｗ．
Ｂａｈｅｓ等［１１］研究发现，在体积比为１１的水／乙醇
中进行美拉德反应的葡萄糖 －氯苯胺模式体系，葡
糖胺重排产物可能会与乙醇结合形成Ｏ－乙基葡萄
糖苷．Ｖ．Ａ．Ｙａｙｌａｙａｎ［１２］发现葡萄糖－甘氨酸在体积
比为１２的水／甲醇溶剂体系 ＭＲＰｓ中，得到了
Ｃ７Ｈ１１Ｎ１Ｏ４及葡萄糖的聚合物．Ｅ．Ｊ．Ｃｈｏ等

［１３］在研

究中对比了葡萄糖 －甘氨酸模式体系分别在水溶
剂和醇溶剂中的 ＭＲＰｓ，结果表明，羟甲基糠醛存在
于醇溶剂和水溶剂的褐变产物中，但２－羟甲基呋
喃只存在于醇溶剂的褐变产物中．

长期以来，研究影响食品风味和色泽物质的美

拉德反应多在水溶剂中进行，而在醇溶剂中进行的

美拉德反应也可能存在潜在的新的复合物．本文拟
通过单因素试验比较出不同反应溶剂对鲫鱼蛋白

－Ｄ－木糖组合的影响，选出较好的反应溶剂，并通
过均匀试验优化出最佳的反应条件，为后期实际体

系美拉德反应及其产物的研究提供一种全新的

参考．

１　材料与方法

１．１　材料与仪器
主要材料与试剂：鲫鱼（蛋白质含量为１３％），

购于河南郑州高新区莲花市场；无水乙醇（分析

纯），天津市富宇精细化工有限公司产；Ｄ－木糖，上
海晶纯生化科技股份有限公司产；ＤＰＰＨ（１，１－二
苯基－２－苦肼基自由基）（分析纯），南京奥多福
尼生物科技有限公司产．

主要仪器：ＤＦ－１０１Ｓ集热式恒温加热磁力搅拌
器（油浴锅），巩义市予华仪器有限责任公司产；

ＣＰ２１４电子天平，奥豪斯（上海）仪器有限公司产；
ＦＥ２０实验室ｐＨ计，梅特勒－托利多仪器（上海）有
限公司产；ＵＶ－２１０２ｐｃ紫外可见分光光度计，尤尼
柯（上海）仪器有限公司产．
１．２　试验方法
１．２．１　不同反应溶剂下美拉德反应液的制备　将
鲫鱼（蛋白质含量１３％）除去头、尾、内脏、皮、刺等，
将纯鱼肉绞碎并换算成鲫鱼蛋白含量的量待用．单
因素试验的具体步骤如下．
１）温度组：准确称量鲫鱼蛋白（鲫鱼肉糜

４．８１ｇ）与 Ｄ－木糖０．６３ｇ（质量比１１），分别用
不同反应溶剂（纯水、５０％ 乙醇、５０％ 甲醇、５０％ 异
丙醇）进行溶解后调ｐＨ为７．０，并定容至２５ｍＬ；将
反应液转移至圆底烧瓶中，密封严实，将恒温油浴

锅调至５０℃进行反应６０ｍｉｎ，而后迅速将反应液置
于冰水中冷却、过滤，取滤液待用；按上述方法依次

在 ７５℃，１００℃，１２５℃，１５０℃和１７５℃条件下制
备美拉德反应液，而后进行相关测定．
２）时间组：准确称量鲫鱼蛋白（鲫鱼肉糜

４．８１ｇ）与 Ｄ－木糖０．６３ｇ（质量比１１），分别用
不同反应溶剂（纯水、５０％乙醇、５０％甲醇、５０％异
丙醇）将其溶解后调ｐＨ为７．０，并定容至２５ｍＬ；反
应液转移至圆底烧瓶中，密封严实，将恒温油浴锅

调至１２５℃反应３０ｍｉｎ，而后迅速置于冰水中冷却、
过滤，取滤液待用，并按上述方法依次加热６０ｍｉｎ，
９０ｍｉｎ，１２０ｍｉｎ，１５０ｍｉｎ和１８０ｍｉｎ制备美拉德反
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应液，而后进行相关测定．
３）ｐＨ组：准确称量鲫鱼蛋白 （鲫鱼肉糜

４．８１ｇ）与 Ｄ－木糖０．６３ｇ（质量比１：１）分别用不
同反应溶剂（纯水、５０％乙醇、５０％甲醇、５０％异丙
醇）进行溶解后调ｐＨ为４．０，并定容至２５ｍＬ；将反
应液转移至圆底烧瓶中，密封严实，将恒温油浴锅

调至１２５℃反应６０ｍｉｎ，而后迅速置于冰水中冷却、
过滤，取滤液待用；按上述方法用４ｍｏｌ／Ｌ的ＨＣｌ溶
液和６ｍｏｌ／Ｌ的ＮａＯＨ溶液依次调ｐＨ为 ５．０，６．０，
７．０，８．０，９．０，１０．０，１１．０，１２．０，１３．０及１４．０制备
美拉德反应液，而后进行相关测定．
４）比例组：准确称量鲫鱼蛋白（鲫鱼肉糜

４．８１ｇ）与Ｄ－木糖０．６３ｇ（质量比１１）分别用不
同反应溶剂（纯水、５０％乙醇、５０％甲醇、５０％异丙
醇）进行溶解后调ｐＨ为７．０，并定容至２５ｍＬ；将反
应液转移至圆底烧瓶中，密封严实，将恒温油浴锅

调至１２５℃反应６０ｍｉｎ，而后迅速将反应液置于冰
水中冷却、过滤，取滤液待用；按上述方法依次称量

鲫鱼蛋白和Ｄ－木糖质量比为１３，１２．５，１２，
１１．５，１．５１，２１，２．５１和３１，制备美拉德
反应液，而后进行相关测定［１４］．
１．２．２　ＤＰＰＨ自由基清除能力的测定　参照文献
［１５］中测定 ＤＰＰＨ清除能力的方法并稍作修改来
评价不同溶剂下 ＭＲＰｓ的抗氧化活性．先准确称量
０．０１１８ｇ的ＤＰＰＨ溶解于１００ｍＬ无水乙醇中，最
终定容至２５０ｍＬ，配制成０．１２ｍｍ／Ｌ的 ＤＰＰＨ溶
液；取１ｍＬ美拉德反应液（５０倍稀释），加入４ｍＬ
ＤＰＰＨ溶液，摇匀，避光反应３０ｍｉｎ．然后用紫外可
见分光光度计在５１７ｎｍ的条件下测定其吸光度值，
记为ＡＳ；按上述方法用１ｍＬ的去离子水代替 １ｍＬ
的样品溶液（５０倍稀释）作为控制组，并在 ５１７ｎｍ
条件下测定其吸光度值，记为 Ａｃ．计算 ＤＰＰＨ自由
基清除率的方程式为

ＤＰＰＨ自由基清除率＝
Ａｃ－Ａｓ
Ａｃ

×１００％

１．２．３　均匀试验因素水平设计　以 ＤＰＰＨ自由基
清除率为检测指标，采用Ｕ６（６４）［１９］均匀试验表，
因素水平表见表１．

２　结果与讨论
２．１　单因素试验
２．１．１　温度对不同反应溶剂下 ＭＲＰｓ抗氧化活性
的影响　美拉德反应是典型的温度敏感型反应，糖
和氨基酸的活性因温度的升高而增强，反应速度会

表１　Ｕ６（６４）均匀试验因素水平表

水
平
时间／ｍｉｎ
Ｘ１

质量比（鲫鱼蛋白Ｄ－木糖）
Ｘ２

ｐＨ
Ｘ３

温度／℃
Ｘ４

１ ３０（１） ２．５１（２） １０（３）１７５（６）
２ ６０（２） １３（４） １３（６）１５０（５）
３ ９０（３） １２（６） ９（２） １２５（４）
４ １２０（４） ２１（１） １２（５）１００（３）
５ １５０（５） ３１（３） ８（１） ７５（２）
６ １８０（６） １２．５（５） １１（４） ５０（１）

加快［１６－１７］，因此，ＭＲＰｓ中的抗氧化活性物质在高
温条件下更有利于生成．图１为不同反应溶剂下，改
变温度对ＭＲＰｓ的 ＤＰＰＨ自由基清除率的影响．由
图１可以看出，在加热前期，不同反应溶剂下制备的
ＭＲＰｓ对ＤＰＰＨ自由基的清除率均随着温度的升高
而增加，温度增加到１５０℃后，５０％乙醇、纯水溶剂
下的ＭＲＰｓ对ＤＰＰＨ自由基的清除率有所下降，而
５０％甲醇、５０％异丙醇则仍呈缓慢增加的趋势．其
中，５０％乙醇溶剂下的ＭＲＰｓ的清除率最高，表明其
抗氧化活性最强．

图１　不同反应溶剂下，改变温度对ＭＲＰｓ的
ＤＰＰＨ自由基清除率的影响

２．１．２　时间对不同反应溶剂下 ＭＲＰｓ抗氧化活性
的影响　图２为不同反应溶剂下，改变时间对ＭＲＰｓ
的ＤＰＰＨ自由基清除率的影响．由图２可以看出，不
同溶剂下制备的ＭＲＰｓ对ＤＰＰＨ自由基的清除率随
着反应时间的延长均呈逐渐增加的趋势，且相互之

间没有显著性差异．这说明反应时间对美拉德反应
抗氧化活性物质的生成具有较强的影响力，适当地

延长反应时间会使美拉德反应中间产物的积累及

氨基酸态氮损失率下降．
２．１．３　ｐＨ值对不同溶剂下 ＭＲＰｓ抗氧化活性的
影响　图３为不同反应溶剂下，改变ｐＨ值对 ＭＲＰｓ
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图２　不同反应溶剂下，改变时间对ＭＲＰｓ
的ＤＰＰＨ自由基清除率的影响

的ＤＰＰＨ自由基清除率的影响．由图３可以看出，酸
性和碱性条件均有利于美拉德反应抗氧化活性物

质的生成．在碱性条件下，美拉德反应的速率比在
酸性条件下快，可能是由于酸性条件更易促进形成

美拉德反应特征风味的前体物质Ｎ－葡萄糖胺的水
解，随着ｐＨ值的增加，羰－氨反应产生的吡嗪类物
质的种类和数量也增加．碱性条件可催化羰氨缩
合、糖降解等反应．４种不同反应溶剂生成的 ＭＲＰｓ
均在ｐＨ＝１２．０时抗氧化活性达到最强，且数值没
有显著性差异．

图３　不同反应溶剂下，改变ｐＨ值对ＭＲＰｓ
的ＤＰＰＨ自由基清除率的影响

２．１．４　底物质量比对不同反应溶剂下 ＭＲＰｓ抗氧
化活性的影响　部分资料表明，单糖、吡喃糖、ＡＲＰ
喃糖比其他形式的糖更易脱水，随着温度的升高环

状ＡＲＰ脱水形成共轭产物，再次环化形成５，６，７环
杂环化合物［１８］．图４为不同反应溶剂下，改变反应
底物质量比对 ＭＲＰｓ的 ＤＰＰＨ自由基清除率的影

响．由图 ４可以看出，随着鲫鱼蛋白含量的增加，
ＭＲＰｓ抗氧化活性显著增加，在测定范围内，当鲫鱼
蛋白与 Ｄ－木糖的比例达到 ３１时，ＭＲＰｓ对
ＤＰＰＨ自由基的清除率达到最高．而 ＭＲＰｓ抗氧化
活性随着 Ｄ－木糖含量的增加缓慢降低．由此可得
出，鲫鱼蛋白含量相对于Ｄ－木糖而言，对不同反应
溶剂下美拉德反应产物的生成更具有关键性的作

用．而醇溶剂的增加对美拉德反应产物抗氧化活性
物质的生成与纯水溶剂相比没有显著性差异，所起

的作用不明显．

图４　不同反应溶剂下，改变反应底物质量比
对ＭＲＰｓ的ＤＰＰＨ自由基清除率的影响

２．２　均匀试验
２．２．１　均匀试验结果　由上述单因素试验结果可
知，５０％乙醇条件下鲫鱼蛋白 －Ｄ－木糖组合的
ＭＲＰｓ的抗氧化活性略高于其他３种反应溶剂．因
此，进行均匀试验优化鲫鱼蛋白 －Ｄ－木糖组合在
５０％乙醇条件下优化出反应的最佳工艺条件．试验
结果如表２所示．

表２　均匀试验结果

试验
号

时间
／ｍｉｎ
Ｘ１

质量比（鲫鱼
蛋白Ｄ－木糖）

Ｘ２

ｐＨ
Ｘ３

温度
／℃
Ｘ４

自由基
清除率／％

Ｙ

１ ３０ ２．５１ １０ １７５ １０．９７
２ ６０ １３ １３ １５０ ２０．１４
３ ９０ １２ ９ １２５ ３１．７２
４ １２０ ２１ １２ １００ ３８．２９
５ １５０ ３１ ８ ７５ ２．８４
６ １８０ １２．５ １１ ５０ ２．０８

采用 Ｍａｔｈｅｍａｔｉｃｓ４．０软件对均匀试验的软件
分析结果反映了，在５０％乙醇作为反应溶剂的条件
下，对 ＭＲＰｓ抗氧化活性具有极显著影响（Ｐ＜
０．０１）的是ｐＨ值、具有交互作用的时间和ｐＨ值、具
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有交互作用的温度和ｐＨ组合，对ＭＲＰｓ抗氧化活性
具有显著性影响（Ｐ＜０．０５）的是具有交互作用的质
量比和温度（见表３）．４种单因素影响不同反应溶
剂下ＭＲＰｓ抗氧化活性的主次顺序依次为：ｐＨ（Ｘ３）
＞时间（Ｘ１）＞温度（Ｘ４）＞质量比（Ｘ２）．

表３　均匀试验的软件分析结果表

项目 估计值 标准差 观察组 Ｐ值
１ ３７７．９０９　　 ４．４１２９５ 　　８５．６３６５ ０．００７４３３６３

Ｘ１
２Ｘ３

０．１ －０．００７６８２３８ ０．００００８８４５２５－８６．８５３１ ０．００７３２９５２
Ｘ３
２ ２．５５２９６ ０．０３１６３４３ ８０．７０２２ ０．００７８８８１

Ｘ２Ｘ４
２ ０．０００１７６２０３８．５５２１４×１０－６ ２０．６０３３ ０．０３０８７４６

Ｘ３Ｘ４
０．５ －４．７４０２９ ０．０５９３８３１ －７９．８２５５ ０．００７９７４７２

回归方程：Ｙ＝３７７．９０９－０．００７６８２３８Ｘ１
２×

Ｘ３
０．１＋２．５５２９６Ｘ３

２ ＋０．０００１７６２０３Ｘ２ ×Ｘ４
２ －

４．７４０２９Ｘ３×Ｘ４
０．５．经计算后得到的最佳优化条件

为：温度１３４℃，反应时间８７ｍｉｎ，反应初始 ｐＨ＝
１２．０，鲫鱼蛋白与 Ｄ－木糖质量比 ３１，此时在
５０％乙醇作为反应溶剂的条件下的美拉德反应产物
抗氧化活性最强，经计算得出对 ＤＰＰＨ自由基的理
论清除率为４１．５９％，实际试验清除率为４０．７２％．
由此可得在均匀试验优化后的最优条件组合下制

备的ＭＲＰｓ具有很强的抗氧化活性，优化结果可靠．

３　结果与讨论
本文采用４种不同反应溶剂（纯水、５０％乙醇、

５０％甲醇、５０％异丙醇）进行美拉德反应，以 ＤＰＰＨ
自由基作为 ＭＲＰｓ抗氧化活性的检测指标．单因素
试验结果表明，ＭＲＰｓ的抗氧化能力在不同反应溶
剂下均随着温度的升高和时间的延长呈逐渐增强

的趋势，４种不同反应溶剂下的 ＭＲＰｓ的抗氧化活
性均在ｐＨ为１２．０时达到最强，反应底物鲫鱼蛋白
的含量增加更有利于 ＭＲＰｓ的抗氧化能力的提高，
并得出在５０％乙醇作为反应溶剂的条件下，ＭＲＰｓ
抗氧化活性比其他３组高．然后对５０％乙醇作为反
应溶剂的鲫鱼蛋白 －Ｄ－木糖进行均匀试验，以优
化出最佳工艺条件，结果表明：４种单因素影响不同
反应溶剂下 ＭＲＰｓ抗氧化活性的主次顺序依次为：
ｐＨ（Ｘ３）＞时间（Ｘ１）＞温度（Ｘ４）＞质量比（Ｘ２）．经
回归方程得到最佳优化条件为：温度 １３４℃，时间
８７ｍｉｎ，ｐＨ＝１２．０，鲫鱼蛋白与 Ｄ－木糖质量比３
１，在此条件下５０％乙醇反应溶剂中产生的ＭＲＰｓ抗
氧化活性最强，ＤＰＰＨ自由基的理论清除率达到
４１．５９％，实际消除率为 ４０．７２％．美拉德反应速率

在醇溶剂中大于在水溶剂中，可能是由于糖在不同

溶剂中溶解度不同以及醇溶剂可能会与 Ａｍａｄｏｒｉ重
排产物化合形成Ｏ－乙基葡萄糖苷、２－乙酰基 －
１－甲基吡等促进美拉德反应历程的物质．对于美拉
德反应的研究多集中在模拟体系及水溶剂中，由于

实际体系中和非水溶剂中的美拉德反应十分复杂，

故这类研究较少，实际体系非水溶剂中 ＭＲＰｓ的分
离、提取及抗氧化机理有待今后探究．
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